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(54) Verfahren zur spezifischen Detektion von Tumorzellen und ihren Vorstufen in 

Gebarmutterhalsabstrichen durch simultane Messung von mindestens 2 verschiedenen 
molekularen Markern 



(57) Die vorliegende Erfindung betrifft ein automati- 
sierbares Verfahren zur verbesserten Diagnose von 
Krebs und seinen Vorstufen in Gebarmutterhalsabstri- 
chen durch die simultane Anfarbung und Detektion von 
mindestens zwei verschiedenen molekularen Markern, 



die krankheits-assoziiert eine veranderte Genexpressi- 
on aufweisen, in einer Zelle durch die Verwendung von 
Antikorpern oder auch Nukleinsaure-Sonden. 
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Beschreibung 
Stand der Technik 

[0001] Nach wie vor zahlen Krebserkrankungen zu 
den haufigsten Todesursachen weltweit. Es besteht ein 
klinischer Bedarf an der Fruherkennung und spezifi- 
schen Detektion von Krebs und Krebsvorstufen, urn die 
Entwicklung zum Tumor durch frOhzeitige therapeuti- 
sche Intervention zu verhindern. Aus diesem Grunde 
werden bereits seit den funfziger Jahren Vorsorgepro- 
gramme fur verschiedene Karzinome (besonders Cer- 
vix, Brust und Darm) angeboten, welche in zahlreichen 
LSndern zu sinkenden MortalitStsraten gefuhrt haben. 
[0002] Die Vorsorgeuntersuchung beim Gebarmut- 
terhalskrebs der Frau basiert im Wesentlichen auf der 
morphologisch-zytologischen Untersuchung von Zell- 
abstrichen des Gebarmutterhalses, dem sogenannten 
PAP Test. Dieser Test weist allerdings eine limitierte 
Sensitivitat (bis zu 40% fatsch negative Diagnosen, 
Duggan etaL, 1998, Eur J Gynaecol Oncol; 19:209-214; 
Bishop et ai, 1996, Buss Pan Am Health Organ, 
30,378-86) auf. Des weiteren werden bis zu 10% der 
Abstriche als ASCUS klassifiziert (atypical squamous 
cells of undetermined significance), d.h. eine klare Ein- 
ordnung in normal, niedrig- oder hochgradige Lasion 
bzw. Tumor ist nicht mflglich. Erfahrungsgemafi befin- 
den sich in dieser ASCUS Population aber bis zu 10% 
wahre Lasionen, die somit auch ubersehen werden 
(Manos et ai, 1999, JAMA 281, 1605-1610). Bei der 
Entdeckung abnormalerZellen werden zusStzliche dia- 
gnostische Verfahren wie Kolposkopie oder eine Biop- 
sieentnahme durchgefuhrt, anhand derer eine verbes- 
serte Diagnose moglich ist und eine Therapieentschei- 
dung, wie z.B. chirurgische Entnahme der pathologi- 
schen Region oder Lasertherapie, getroffen werden 
kann. 

[0003] In den letzten Jahren wurden zahlreiche Gene 
identifiziert, die aufgrund von Mutationen zu einer ver- 
andertem Expression ihrer Proteine fuhren und somit- 
eine Rolle bei der Krebsentstehung spielen. Potentiell 
konnen die korrespondierenden Proteine als diagnosti- 
sche Marker sowohl im Serum als auch auf zellularer 
Ebene nachgewiesen werden.. Die Proteine sind an 
physiologischen Regulationsprozessen in derZelle, wie 
z.B. der Wachstumskontrolle (Proliferationsgene, z.B. 
Ki67, mcm-5; Onkogene und Tumorsuppressorgene, z. 
B. p16, EGF-Rezeptor, her2/neu, mdm-2), Apoptose 
(naturiicherZelltod.z.B. p53, bcl-2), Reparaturvon DNA 
(msh-1 ) und Zelladhasion (E-Cadherin, li-catenin, APC) 
beteiligt. Zum Nachweis der Marker eignen sich z.B. im- 
munhisto-und immuncytochemische Detektionsmetho- 
den mit spezifischen Antikorpern gegen diese Proteine 
(van Noorden, 1986, Immuncytochemistry, Modern Me- 
thods and Applications, 2 nd edition, Wright, Bristol, 
26-53). 

[0004] Bei bestimmten Krebsarten ist daruber hinaus 
das Auftreten von Viren signifikant mit der Krebsentste- 



hung assoziiert. Virale DNA wird durch Hybridisierungs- 
verfahren nachgewiesen und dientebenfallsalsdiagno- 
stischer Marker, z.B. beim Nachweis humaner Papillom- 
viren in Gebarmutterhalsabstrichen (Detektonskits er- 
5 haltlich von mehreren Anbietern, z.B. Digene, DAKO, 
BioGenex, ENZO). 

[0005] Es ist vielfach gezeigt, dass ein einzelner Mar- 
ker keine ausreichende Spezifitat hinsichtlich der Er- 
kennung von krankhaft veranderten Zellen erreicht, da 

10 er zum Teil auch in gesunden Zellen vorhanden ist. Dies 
basiert auf der Tatsache, dass Marker Proteine sind, die 
an physiologischen Regulationsprozessen auch in ge- 
sunden Zellen beteiligt sind. So ist z.B. HPV in nahezu 
alien Tumoren des Cervix, jedoch auch in vielen norma- 
ls len Cervixepithelien nachzuweisen, d.h. ein Test zum 
Nachweis von HPV weist eine hohe Sensitivitat jedoch 
nur eine geringe Spezifitat auf (z.B. Cuzick, 2000, JA- 
MA, 283, 108-109). Williams et al. (1998, PNAS, 95, 
14932-14937) beschreiben den DNA Replikationsmar- 

20 ker mcm-5, welcher 28 getestete LSsionen/Tumore des 
Cervix (n=58) detektiert, aber 2 von 28 Normalabstri- 
chen falsch positiv anfarbt. Sano et al. (Pathology Intl., 
1998, 48, 580-585) beschreiben, dass der Marker p16 
unspezifisch 3 von 15 normalen Cervixbiopsien anfarbt. 

25 [0006] In der Cytologie/Pathologie ist es zunehmend 
von Interesse mehrere Marker in einer biologischen 
Probe nachzuweisen. Zum einen steht damit mehr In- 
formation zur Verfugung, zum anderen kdnnen unspe- 
zifische FSrbungen einzelner Marker als solche eher er- 

30 kannt werden. Traditionell werden zu diesem Zweck se- 
rielle Schnitte einer vorhandenen Biopsie bzw. mehrfa- 
che Praparationen einer K6rperprobe (z.B. GebSrmut- 
terhalsabstrich in FixierflOssigkeit) hergestellt und mit 
jeweils einem bestimmten Marker gefarbt. Dieses Ver- 

35 fahren hat mehrere Nachteile: hoher Materialverbrauch 
der meist limitierten Patientenprobe und von Farberea- 
genzien, hoher Zeitaufwand und Kosten sowie keine 
Moglichkeit der eindeutigen Co-Lokalisierung von zwei 
oder mehreren Markern in einer Zelle. Der simultane 

<o Nachweis von zwei oder mehreren verschiedenen bio- 
logischen Markern auf einer biologischen Probe ist be- 
reits in der Literatur beschrieben (DAKO, Practical Gui- 
de for Immunoenzymatic Double Staining Methods; Go- 
mez er al, Eur. J. Histochem., 1997, 41, 255-259), wird 

45 jedoch in der Routinediagnostik bisher nicht angewen- 
det. Terhavauta era/. (Cytopathology, 1994, 5, 282-293) 
verwenden eine Doppelfarbung von p53 und Ki67 auf 
Biopsien von Cervix-Lasionen und konnen beide Mar- 
ker in Basal- und Parabasalzellen von HPV positiven 

so und negativen LSsionen z.T. in einer Zelle nachweisen. 
Die beschriebene Doppelfarbung wurde auf Cervix- 
Biopsien durchgefuhrt und ist nicht ubertragbar auf Ge- ■ 
barmutterhalsabstriche. Ebenso ist die Zellzusammen- 
setzung eines Abstrichs, der kaum Basal- und Paraba- 

55 salzellen aufweist, unterschiedlich zu einer Biopsie. 
Nach unseren Erkenntnissen ist mit der beschriebenen 
Markerkombination auf Cervixabstrichen kein diagno- 
stisch auswertbares Ergebnis zu erzielen. DarOber hin- 
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aus benutzen die Autoren die gewonnene Information 
der Doppelfarbung nicht, urn durch Kombination der Er- 
gebnisse eine verbesserte Aussage iiber das Auftreten 
von Tumorzellen in dieser Probe treffen. 
[0007] Rao et al. (1998, Cancer Epidemology, Bio- 
markers and Evolution, 7, 1027-1 033) beschreiben eine 
Mehrfachfarbung von verschiedenen tumorassoziierten 
Markern (DNA-Gehalt, G-Aktin und p53) auf Nadel- 
punktionsmaterial (FNA, fine needle aspirates) der 
Brust. Sie interpretieren ihre Ergebnisse dahingehend, 
dass durch die Verwendung mehrerer Marker eine hd- 
here klinische Spezifitat erreicht wird, a!s die Betrach- 
tung der einzelnen Marker und somit bei der Frtiherken- 
nung von Brustkrebs eine wichtige Rolle spielen kon- 
nen. Die von den Autoren angefuhrte Mehrfachfarbung 
ist auf Nadelpunktionsmaterial der Brust beschrdnkt. Es 
fehlt der Ansatz zur Nutzung der FSrbeinformation im 
Hinblick auf eine automatisierte Detektion von Tumor- 
bereichen. Dartiber hinaus ist die beschriebene Farbe- 
methodik nicht auf andere biologische Materialien (i.e. 
Biopsien, Gebarmutterhalsabstriche) auf Grund der un- 
terschiedlichen Stoffeigenschaften zu ubertragen. 

Automatisierung: 

[0008] Eine weitere Verbesserung der momentanen 
klinischen Tumordiagnostik besteht sowohl in der Auto- 
matisierung der Probenpraparation und -fSrbung, als 
auch in der automatisierten Bildanalyse mit Diagnose- 
stellung. Dies fiihrt neben einer zeitlichen und personel- 
len Ersparnis auch zu einer objektiveren und damit ein- 
heitlicheren Diagnose. Die Anfarbung von biologischen 
Markern in Tumorzellen oder deren Voiiaufern durch 
Fluoreszenz oder chromogene Farbstoffe ermoglicht ei- 
ne Quantifizierung und somit automatisierte Auslesung 
der Signale. Es gibt bereits Systeme, die eine automa- 
tisierte Durchfuhrung von Farbeprotokoilen erlauben, 
allerdings ohne automatisierte Diagnose durch Bildana- 
lyse (LeNeel et al, 1 998, Clin Chim Acta, 278, 1 85-1 92). 
Am weitesten fortgeschritten ist die automatisierte De- 
tektion von Tumorzellen und deren Vorlaufern mit Hilfe 
morphologischer Bildinformationen bei Cervix-Abstri- 
chen (Sawaya et al, 1999,Clinical Obstetrics and 
Gynecology, 42, 922-938; Stoler, 2000, Mod. Pathol., 
13, 275-284). 

[0009] Boon et al (1995, Diagn. Cytopathol., 13, 
423-428) nutzen neben der automatisierten morpholo- 
gischen Detektion von abnormalen Zellen in Gebarmut- 
terhalsabstrichen mit dem PAPNET System zusatzlich 
die immunhistochemische Anfarbung von proliferieren- 
den Zellen mit Ki67-Antikorpern. Der Gebrauch dieses 
einen molekularen Markers ermoglicht jedoch keine ein- 
deutige Unterscheidung zwischen gutartigen proliferie- 
renden und kanzerogenen Zellen. 
[0010] In dem Patent von Boon et al. (US-5544650) 
ist beschrieben, dass eine FSrbung mit einem immun- 
histochemischen Marker die automatische Detektion 
von proliferierenden (kanzerogene und nicht-kanzero- 



gene) Zellen in einer Probe erleichtert und in einem se- 
mi-automatischen Prozess der kontrollierende Patholo- 
ge/Cytologe entscheidet, ob es sich bei den gefarbten 
Zellen wirklich urn kanzerogene Zellen handelt. 

5 [001 1] Das Patent US-6005256 von McGlynn und Ak- 
kapeddi beschreibt ausfOhrlich ein GerSt und ein Ver- 
fahren zur simultanen Detektion von mehreren fluores- 
zenzmarkierten Markern in einer Korperprobe, auch zur 
Identifikation von Krebszellen, ohne aber auf eine kon- 

10 krete Anwendung in der Krebsdiagnostik einzugehen 
bzw. entsprechende Markerkombinationen mit erhdhter 
Spezifitat zu benennen. 

[0012] Von Ampersand Medical Systems Group 
(www.ampersandmedical.com) ist bekannt, dass sie ein 
15 neues Screening System fur Cervix-Abstriche (InPath) 
entwickeln, welches neben einer eigenen Probenaufbe- 
reitung auch die Fluoreszenzdetektion von nicht ge- 
nannten biologischen Markern beinhaltet. 

20 Aufgabe 

[0013] Dervorliegenden Erfindung beinhaltet Verfah- 
ren mit denen Karzinomzellen oder deren Vorstufen in 
praparierten Gebarmutterhalsabstrichen fruhzeitig und 
25 zuverlassiger als bisher diagnostiziert werden konnen. 
[0014] Erfindungsgemaii wird dies durch die Gegen- 
stande in den Patentanspruchen erreicht. 

Summarische Beschreibung / Losung 

30 

[0015] Die vorliegende Erfindung beruht auf den Er- 
kenntnissen der Anmelder, dass durch gleichzeitigen 
Nachweis von mindestens zwei molekularen Markern, 
namlich krankheits-assoziierten VerSnderungen von 

35 Genexpressionen bzw. viralen NukleinsSuren, die Spe- 
zifitat des Nachweises von krankhaft veranderten Zellen 
in Gebarmutterhalsabstrichen, z.B. Karzinomzellen und 
deren Vorstufen, erhoht wird und auf Grund der Aussa- 
gekraft kombinierter Markerfarbungen eine spezifische- 

40 re und dartiber hinaus auch eine automatisierbare De- 
tektion ermoglicht. 

Detaillierte Beschreibung: 

45 [0016] Die Erfindung bezieht sich auf molekulare Mar- 
ker, die bei Einzelnachweisen eine nicht ausreichende 
Spezifitat hinsichtlich der Erkennung von krankhaft ver- 
anderten Zellen oder Geweben erreichen, da sie zum 
Teil auch in nicht krankhaft verandertem biologischen 

50 Material in ahnlicher oder unterschiedlicher Menge vor- 
handen sind. Dies basiert auf der Tatsache, dass diese 
Marker Proteine sein konnen, die an physiologischen 
Regulationsprozessen auch in gesunden Zellen betei- 
ligt sind. Dartiber hinaus kann der Nachweis des mole- 

55 kularen Markers aufgrund unspezifischer Kreuzreaktion 
des Antiktirpers nicht eindeutig sein und auliert sich in 
der Anfarbung von Partikelri des biologischem Materi- 
als, die den molekularen Marker nicht beinhalten. Die 
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Erfinder haben die Beobachtung gemacht, dass durch 
den gleichzeitigen Nachweis von mindestens zwei 
Markern in einer Zelle, die mangelnde SpezifitSt des 
Einzeimarkernachweises kompensiert werden kann, so 
dass eine hbhere Spezifitat beim Nachweis von abnor- 5 
malen Zellen bzw. Gewebeabschnitten gewShrieistet 
ist. Somit ist durch die Kombination mehrerer Marker in 
einer Zelle bei der Diagnostik von biologischen Proben 
die Aussagekraft grdfier als bei der Verwendung von 
Einzelmarkern. 10 
[0017] Die Markerkombinationen beinhalten die Vi- 
sualisierung von Genexpressionen mindestens einer 
der nachfolgend aufgefuhrten Genklassen: Onkogene, 
Tumorsuppressorgene, Apoptosegene, Proliferations- 
gene, Reparaturgene und Virusgene, bzw. die einer ver- 15 
anderten Genexpression aus mindestens einer der auf- 
gefuhrten Genklassen in Kombination mit der Visuali- 
sierung viraler Nukleinsauren. Bevorzugte Kombinatio- 
nen enthalten folgende molekulare Marker: Her2/neu, 
p16, p53, MN, mdm-2, bcl-2 und EGF-Rezeptor und 20 
DNA der HPV Subtypen 6, 11, 16, 18, 30, 31, 33, 35, 
45, 51, 52 . Besonders bevorzugt sind folgende Kombi- 
nationen: her2/neu mit p16 oder EGF-R mit p16 Oder 
p53 mit her2/neu oder her2/neu mit mdm-2 oder bcl-2 
mit p16 oder bcl-2 mit her2/neu oder p16 mit p53. 25 
[0018] ErfindungsgemSfi werden die Erkenntnisse 
der Anmelder fur ein Verfahren zur friihen Diagnose 
krankheitsassoziierter Zellen bzw. Gewebeabschnitte 
genutzt, das die Detektion von Kombinationen der be- 
schriebenen molekularen Marker mit dem Ziel einer au- 30 
tomatisierten Detektion von Karzinomen und ihrer Vor- 
stufen umfasst. Die automatisierte und spezifische De- 
tektion von Tumorzellen kann durch folgendes Verfah- 
ren gewShrleistet werden: Zum einen mussen minde- 
stens zwei Signale in einer Zelle vorhanden sein, zum 35 
anderen muss das Signal der beiden Marker jeweils 
uber einer individuell definierten Intensitat bzw. einem 
individuell definierten Schwellwert liegen. Durch die An- 
wendung dieser beiden Kriterien kann man jene Zellen 
als gesund betrachten, welche z.B. einen Marker uber <o 
der gesetzten Schwelle exprimieren oder eine FSrbung 
beider Marker unterhalb der jeweilig definierten Signal- 
starke aufweisen. 

[0019] Der Ausdruck "Molekularer Marker" umfasst 
molekulare Veranderungen von Zellen, insbesondere 45 
VerSnderungen der Genexpression, die im Zusammen- 
hang mit einer verSnderten oder krankhaften Zellbe- 
schaffenheit beobachtet worden sind. Verfahren zum 
Nachweis molekularer Marker umfassen jegliche Ver- 
fahren, die die Quantitat oder Prasenz der Marker be- so 
stimmen, entweder auf Nukleinsaure- oder Proteinebe- 
ne. Fur den Nachweis auf Proteinebene bietet sich die 
Verwendung von AntikGrpern oder anderen spezifi- 
schen Bindungsproteinen (z.B. Anti-Cullinen) an, die ei- 
nen anschlieftenden cytochemischen oder histochemi- 55 
schen Nachweis mit chromogenerund/oderfluoreszen- 
ter Detektion eriauben. FQr den Nachweis auf Nuklein- 
sSureebene bieten sich Hybridisierungstechnologien 



an, die u.U. auch nach zusStzlichen Verstarkungsschrit- 
ten (z.B. immuncytochemischer Amplifikation von mar- 
kierten Sonden nach Bindung an die Zielsequenzen) 
ebenfalls mit cytochemischen oder histochemischen 
Farbereaktionen nachgewiesen werden kdnnen. 
[0020] Der Ausdruck "gleichzeitiger Nachweis von 
mindestens zwei molekularen Markern" umfasst Verfah- 
ren, die die Expression von mindestens zwei Genen in 
einer Kfirperprobe, insbesondere auch in einer einzel- 
nen Preparation der Kdrperprobe, bevorzugt in einer 
einzelnen Zelle, erkennbar machen, so dass die Gen- 
expressionen in Zusammenhang miteinander betrach- 
tet werden konnen. 

[0021] Der Ausdruck "Aussagekraft kombinierter 
MarkerfSrbungen" umfasst die Verknupfung von minde- 
stens zwei Informationsinhalten, die auf Grund des 
Nachweises von mindestens zwei Markern in einer Kor- 
perprobe, bevorzugt in einer einzelnen Zelle, gewonnen 
wurden. Zusatzlich konnen durch Definition von 
Schwellwerten der Markerintensitaten gesunde Zellen 
spezifisch von krankhaften Zellen unterschieden wer- 
den. 

[0022] Der Ausdruck "krankhaft veranderte Zellen 
von Gebarmutterhalsabstrichen" umfasst Karzinome 
und ihre Vorstufen aus dem Utero-Vaginal-Trakt der 
Frau, welche durch eine gynSkologische Routineent- 
nahme auf einen Objekttrager aufgebracht werden oder 
im Durchflufc-Fluoreszenzmefigerat (FACS) vermessen 
werden. 

[0023] Der Ausdruck "automatisierbare Detektion" 
umfasst Verfahren, die die manuelle Arbeitskraft von 
menschlichem Personal ganz oder auch nur in Teil- 
schritten ersetzt und insbesondere bei Schritten des 
Nachweisverfahrens oder bei der anschlielienden Do- 
kumentation oder Informationsverarbeitung Verwen- 
dung finden. Dies beinhaltet Schritte der Probenaufbe- 
reitung, Probe nfSrbung, Probenauslesung und Informa- 
tionsverarbeitung. Die Detektion kann dabei sowohl 
uber Absorptions-, Reflexions- oder Fluoreszenzmes- 
sungen erfolgen. 

[0024] Der Ausdruck "diagnostisches Expertensy- 
stem" umfalit eine Computersoftware, die die Bildinfor- 
mationen in einen Diagnosevorschlag umwandelt. Die- 
ses Expertensystem kann die gesamte vorhandene In- 
formation oderTeiie davon aufgrund von in der Software 
vorhandenen Parametern oder von externen Informa- 
tionen, auf die die Software zugreifen kann, zu einem 
Diagnosevorschlag konsolidieren. Sollten zur Absiche- 
rung des Diagnosevorschlags weitere Parameter erfor- 
derlich sein, kann die Software die Erhebung dieser Pa- 
rameter vorschlagen oder durch Kopplung mit geeign- 
ten Analysegeraten im Sinne eines Reflex-Algorithmus 
selbsttatig anfordern. 

[0025] Der Ausdruck "VerstaYkungssystem" umfaftt 
biochemische Verfahren, die die Signalintensitaten er- 
h6hen, so dali ein for den spezifischen Nachweis eines 
molekularen Markers gunstigeres Signal/Rausch-Ver- 
hSItnis erzeugt wird. Dies wird ublicherweise durch Ein- 
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satz von zusatzlichen Antikorpern und/oder enzymati- 
scher Nachweisreaktionen erreicht. 
[0026] Mit der voriiegenden Erfindung ist es moglich, 
krankhaft verSnderte Zellen, z.B. Karzinome und ihre 
Vorstufen des Gebarmutterhalses spezifisch zu detek- 
tieren. Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Kit 
zur Durchfuhrung eines erfindungsgemalien Verfah- 
rens, das folgende Bestandteile enthalt: 



von den jeweiligen Antikorpern bzw. DNA Sonden vari- 
iert werden. Ebenso konnen hier beschriebene Verstar- 
kungssysteme weggelassen werden oder neu hinzuge- 
fOgt werden. 

Versuchsbeschreibung zum simultanen Nachweis von 
zwei molekularen Markern mit spezifischen Antikflrpern 
auf Cervix-Abstrichen 



(a) Reagenzien zum Nachweis von mindestens 
zwei der molekularen Marker, namlich markierte 
und/oder unmarkierte Antikorper gegen Her2/neu, 
p16, p53, MN, mdm-2, bcl-2, EGF-Rezeptor und 
HPV L1 t sowie markierte DNA-Sonden die Berei- 
che des viralen HPV-Genorhs enthalten. 

(b) Obliche Hilfsmittel, wie Puffer, Trager, Signalam- 
plifikationssubstanzen, Farbereagenzien, etc. 

(c) Automatisierte Verfahren der Probenaufberei- 
tung, -farbung und Signaldetektion 

(d) Protokolle und Reagenzien zur Anfarbung von 
Zelllinien als Kontrollreaktion Fur die einzelnen 
Komponenten des Kits gelten die vorstehenden 
Ausfuhrungen. Einzelne Oder mehrere Komponen- 
ten des Kits konnen auch in veranderter Form Ver- 
wendung finden. 

[0027] Mit der voriiegenden Erfindung ist es moglich 
Karzinome und ihre Vorstufen in GebSrmutterhalsab- 
strichen manuell, aber auch in teil- Oder vollautomati- 
sierten Verfahren zu detektieren. Da die erfindungsge- 
mafi erzielten Ergebnisse des gleichzeitigen Nachwei- 
ses von mindestens zwei molekularen Markern nicht ei- 
ner subjektiven Bewertung unteriiegen, sondern viel- 
mehr einer objektiven, automatisierten Detektion von 
krankhaften Veranderungen in biologischen Materialien 
forderlich sind, konnen die morphologischen Befunde, 
beispielsweise die eines Pap-Tests, durch objektive Pa- 
rameter, z.B. auch in Form von "Reflex-Testing", erganzt 
werden. Aufgrund der schnellen und automatisierten 
Handhabbarkeit der Verfahren sind sie fur grofte, ko- 
sten- und personalsparende Scree ning-Verfahren ge- 
eignet. 

[0028] Somit stellt die voiiiegende Erfindung einen 
wichtigen Beitrag zur spezifischen Detektion von Tu- 
morzellen und deren Vorlaufern bei der Fruherkennung 
des Gebarmutterhalskrebses in der Diagnostik von Ab- 
strichen dar. 

Beispiele 

[0029] Nachfolgend werden beispielhaft Protokolle 
zur Durchfuhrung der beschriebenen Erfindung gege- 
ben. In diesen Beispielen werden exakte Reaktionsbe- 
dingungen fur die jeweiligen AntikGrper bzw. DNA-Son- 
den angegeben, allerdings konnen verschiedene Para- 
meter, wie z.B. Inkubations- und Waschtemperatur, In- 
kubationsund Waschzeiten sowie die Konzentration von 
Antikorpern und anderen Reagenzien, in AbhSngigkeit 



w [0030] Durch Praparationstechniken wie Thin-Prep 
(Firma Cytyc) werden die Zellen, die in Preservcyt (Fir- 
ma Cytyc) gelagert werden, auf Objekttrager (OT) auf- 
gebracht. Mit kaltem Ethanol werden die Zellen 3 Minu- 
ten fixiert, danach wascht man die Objekttrager in PBS 
15 (137 mM NaCI, 3 mM KCI, 4 mM Na 2 HP0 4 , 2 mM, 
KH 2 P0 4 ). Nach Blockierung unspezifischer Bindungs- 
stellen mit 5 % fotalem Kalberserum in PBS-Puffer fur 
30 min bei Raumtemperatur (RT) werden die OT fur 60 
min in einer feuchten Kammergleichzeitig mit zwei spe- 
20 zifischen, monoklonalen Antikorpern (her2/neu (Klon 
3B5, 20 u.g/ml) und p16 (Klon DCS 50.1, 10 ^g/ml) von 
Oncogene Science/BAYER) bei RT inkubiert. Einer der 
Antikorper ist mit Fluorescein, der andere mit Biotin ge- 
koppelt. Nach jedem der folgenden Inkubationsschritte 
25 werden die OT jeweils 3 mal 5 min mit PBS gewaschen. 
Zum Nachweis der einzelnen Antigen-Antikorper-Bin- 
dungen werden nacheinander zwei unterschiedliche 
Farbesysteme angwendet. Als erstes Farbesystem in- 
kubiert man 30 min mit Streptavidin-Cy3 (Mobi Tec, 5 
30 ^ig/ml in PBS mit 5% Kalberserum), danach mit anti- 
Streptavidin-Biotin (Vector; 2 p,g/ml in PBS mit 5% Kal- 
berserum) fur weitere 30 min, urn eine Verstarkung des 
Signals zu erreichen. Zuletzt inkubiert man noch mal mit 
Streptavidin-Cy3. Das zweite Farbesystem besteht aus 
35 dem Alexa Fluor 488 Signal-Amplification Kit™ (Mole- 
cular Probes, Bestell-Nr. A-11053 ). Zuletzt werden die 
OT mit Mowiol™ (Hoechst) eingedeckelt. 

Versuchsbeschreibung zum simultanen Nachweis von 
40 drei molekularen Markern mit spezifischen AntikQrpern 
auf Cervix-Abstrichen 

[0031] Durch Praparationstechniken wie Thin-Prep 
(Firma Cytyc) oder Cyto-Spin (Firma Shandon) werden 

45 die Zellen, die z.B. in Preservcyt (Firma Cytyc) gelagert 
werden, auf Objekttrager (OT) aufgebracht. Mit kaltem 
Ethanol werden die Zellen 3 Minuten fixiert, danach 
wascht man die Objekttrager in PBS (137 mM NaCI, 
3mM KCI, 4mM Na 2 HP0 4 , 2 mM, KH 2 P0 4 , pH 7,4). 

50 Nach Blockierung unspezifischer Bindungsstellen mit 5 
% fotalem Kalberserum mit 4 mmol/l Levamisole (Firma 
Sigma) in PBS-Puffer fur 30 min bei Raumtemperatur 
(RT) werden die OTfur60 min in einerfeuchten Kammer 
gleichzeitig mit drei spezifischen, monoklonalen Anti- 

55 korpern (her2/neu (Klon 3B5, 20 ng/ml), bcl-2 (Klon 1 00, 
2 \ig/m\) und p16 (Klon DCS 50.1, 10 u,g/ml) von Onco- 
gene Science/BAYER) bei Raumtemperatur inkubiert. 
Der erste Antikdrper ist mit Fluorescein, der zweite mit 
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Digoxigenin und derdritte mit Biotin gekoppelt. Nach je- 
dem der folgenden Inkubationsschritte werden die OT 
jeweils 3 mal 5 min mit PBS gewaschen. Zum Nachweis 
der einzelnen Antigen-AntikSrper-Bindungen werden 
nacheinander drei unterschiedliche Farbesysteme 
angwendet. Als erstes Farbesystem inkubiert man 30 
min mit Streptavidin-Cy3 (Mobi Tec, 5 n,g/ml in PBS mit 
5% Kalberserum mit 4 mmol/l Levamisole), danach mit 
biotinyliertem anti-Streptavidin AntikSrper (Vector; 2 jag/ 
ml in PBS mit 5% Kalberserum mit 4 mmol/l Levamisole) 
fOr weitere 30 min, urn eine Verstarkung des Signals zu 
erreichen. Zuletzt inkubiert man noch mal mit Strepavi- 
din-Cy3. Das zweite Farbesystem besteht aus dem 
Alexa Fluor 488 Signal-Amplification Kit™ (Molecular 
Probes, Bestell-Nr. A-11053). Fur das dritte Farbesy- 
stem inkubiert man mit einem Konjugat aus anti-Digo- 
xigenin Antikorper vom Schaf und Alkalischer Phospha- 
tase (DAKO, 1:150 verdunnt in PBS mit 5% Kalberse- 
rum mit 4 mmol/l Levamisole) fur 30 min. Die fluores- 
zente Auslesung wird mit dem ELF97 Cytological La- 
beling Kit (Bestell-Nr. E 6602) von Molecular Probes 
nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Zuletzt 
werden die OT mit Mowiol™ (Hoechst) eingedeckelt. 

Versuchsbeschreibung zum simultanen Nachweis von 
zwei molekularen Markern auf Cervix-Abstrichen mit ei- 
nem spezifischen Antikorper und einer HPV DNA Sonde 

[0032] Bei der Kombination von einer immunocyto- 
chemischen Antikorperfarbung mit einer DNA in situ Hy- 
bridisierung wird die Proben preparation, -fixierung und 
Blockierung sowie die Inkubation mit einem PrimSranti- 
korper wie im oben beschriebenen Protokoll fur Antikor- 
perfarbung durchgefuhrt. Der primare Antikorper ist ein 
Fluorescein gekoppelter Antikorper gegen das Protein 
p16 (Klon DCS 50.1) von Oncogene Science/BAYER 
und wird in einer Konzentration von 1 0 u,g/ml eingesetzt. 
Zum Nachweis der Antigen-Antikorper-Bindung wird zu- 
nachst mit einem SekundSrantikorper, Kaninchen an- 
ti-FITC (MoBiTec) in einer Konzentration von 15u.g/ml, 
und anschliefiend mit einem Ziege anti-Kaninchen An- 
tikorper gekoppelt an Alkalische Phosphatase von Dia- 
nova in einer Verdunnung 1:100 in PBS, fur 30 min. bei 
Raumtemperatur (RT) inkubiert. Als Farbesystem wird 
5 min bei Raumtemperatur mit dem chromogenen alka- 
lische Phosphatase Substrat Fuchsin von DAKO nach 
Angaben des Herstellers inkubiert. Zur Fixierung der 
Farbuhg wird 5 min. mit 4% Paraformaldehyd in PBS 
nachfixiert. Daran schliefit sich die in situ FSrbung an. 
Dazu werden die OT zunSchst 2 mal in 2xSSC Puffer 
(0,3M NaCI, 30mM Na-citrat) gewaschen und anschlie- 
fiend fur 60 min bei 37°C mit 40u,g/ml RNase in 2xSSC 
verdaut. Nach 2zweiminutigen Waschschritten mit PBS 
wird fur 10 min mit 2u.g/m! Proteinase K bei 37°C ver- 
daut. Nach 3 x 2 min Waschen mit destilliertem Wasser, 
werden 20^1 gebrauchsfertige Digoxigenin markierte 
HPV16 DNA-Sonde (Kreatech) in Hybridisierungspuffer 
(Kreatech) auf die OT gegeben, mit Deckglaschen ab- 



gedeckt, abgedichtet, fur 8 min auf 94°C zur Denaturie- 
rung erhitzt und anschlieliend uber Nacht bei 37°C in- 
kubiert. Nach Abnahme der Hybridisierungsldsung wird 
erneut mit 3% Kaninchen Serum in Boehringer Blocking 

5 Puffer (0,05g Blocker (Boehringer 1201107) in 5ml 
Blockpuffer (150 mM NaCI, 100 mM Tris-HCI, pH 7,5)) 
fur 30 min blockiert. Fur die chromogene Auslesung 
werden nacheinander mit DAKO Kaninchen anti-Digo- 
xigenin Antikorper gekoppelt mit Peroxidase (1 : 1 50 ver- 

10 dQnnt mit Blockpuffer), Dig-Tyramid (5,71u.g/ml) (herge- 
stellt wie beschrieben in: Hopman et al., 1998, J Histo- 
chem Cytochem., 46(6), 771-777) in PBS/0, 1 M Imidazol 
pH 7,6/0,001% H 2 0 2 und wiederum mit Kaninchen anti- 
Digoxigenin AntikSrper gekoppelt mit Peroxidase (DA- 

15 KO, 1:150 verdunnt in TBST (50mM Tris/HCI, 0.3M Na- 
CI, 1% Tween 20, pH 7,6) mit 3% Kaninchenserum) fur 
jeweils 15 min bei RT inkubiert. Dazwischen wird jeweils 
3 x 5 min mit PBST gewaschen. Fur die chromogene 
Farbreaktion wird mit DAB Substrat von DAKO nach An- 

20 gaben des Herstellers fur 1 0 min gefarbt. Zuletzt werden 
die OT mit Mowiol™ eingedeckelt. 

Versuchsbeschreibung zur automatisierten Detektion 
abnormalerZellen, die durch simultanen Nachweis von 
25 mindestens zwei molekularen Markern angefarbt wur- 
den 

[0033] Cervix-Abstriche, bei denen mindestens zwei 
molekulare Marker nach den oben beschriebenen Me- 
30 thoden mit Antikorpern nachgewiesen wurden, werden 
mittels eines Fluoreszenzmikroskops mit einem ansteu- 
erbaren Kreuztisch fur bis zu 8 Objekttrager (Olympus 
AX70 mit Multicontrol-Box 2000-3 und analySIS Trei- 
bersoftware "Modul Stage m "), einer modifizierten Versi- 
35 on der analySIS 3.0 Software der Firma Soft Imaging 
Systems GmbH (SIS), die als SIS-Paket "Grabbit Dual 
Pro"zusatzliche Module, insbesondereein F FT- (-'Fast 
Fourier Transformation"), ein MIA- (= n Multiple Image 
Alignment") und ein C-Modul enthSIt, ausgewertet. FOr 
40 die Bildaufnahmen werden hochauflOsende Schwarz- 
Wei(J-(MV2 Slow Scan Kamera, 12 Bit von SIS) und 
Farbkameras (DXC-950P 3CCD Chip von Sony) ver- 
wendet. In Kombination sind diese Systeme fur eine 16 
Bit Grautonbildanalyse und zur Farbbildanalyse im 
45 RGB- und HSI-Farbraum bis 24 Bit Bildtiefe geeignet. 
[0034] Die Position von insgesamt bis zu acht Objekt- 
tragern wird nach Kalibrierung des ansteuerbaren 
Kreuztisches (analySIS "Modul Stage") durch Definition 
von acht aufeinanderfolgenden Tischwegen im Menu 
50 "Automation" (analySIS "Modul Grains") relativ zum "lo- 
gischen Nullpunkt" erfaftt. Die Gesamtflache der biolo- 
gischen Proben, die sich auf Grund der automatisierten 
Thin-Prep (Cytyc) Methodik immer in einem definierten 
Bereich der Objekttrager befinden, wird flachendeckend 
55 in Einzelbereiche einer GrSfte von 571 ,2u.m x 457,96^im 
zerlegt, die dem Bildausschnitt eines Photos bei 
20facherVergr6flerung mitdermikroskopischenEinheit 
entsprechen. Jede biologische Probe wird durch einen 
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Tischweg analysiert. Jeder Tischweg besteht aus 750 
einzelnen Tischwegpositionen (30 Zeilen, 25 Spalten), 
die das Mikroskop meanderforrnig horizontal als Serie 
von Tischwegpositionen abfahrt, so dass jeder Bereich 
der biologischen Probe der jeweiligen Objekttragerpo- 5 
sition durch eine Tischweg position "Stofc an Stofi" und 
nicht Oberlappend erfaftt ist. FOr jedes PrSparat auf dem 
Arbeitstisch ist somit jeweils ein identischer Tischweg 
definiert. Die Addition der 8 Tischwege im Menu "Auto- 
mation" ermoglicht die automatisierte Analyse aller auf 10 
dem Arbeitstisch position ierten Praparate. 
[0035] Generell wird jede Tischwegposition nach An- 
regung mitden 3 verschiedenen Fluoreszenzwellenian- 
gen jeweils 1 x mit der hochaufl&senden S/W-Kamera 
und entsprechenden Fluoreszenzfarbfiltern photogra- *5 
fiert. Die Fluoreszenzintensitaten der E inzel photos we r- 
den daraufhin vermessen. Dies geschieht mittels der 
Registrierkarte "Messung" im Menu "Automation". 
Durch Obereinanderlagerung von blauen, roten und 
grunen Einzelbildern werden Farbmischungen erzeugt, 20 
die mit den Fluoreszenzintensitaten der Einzelbilder an 
identischen Tischwegpositionen korrelieren. Es erfotgt 
die "Phasenanalyse", das heifit die Bereiche bestimm- 
ter Farbmischungen werden vermessen und als Fiache 
quantitativ wiedergegeben. Bestimmte Farbmischun- 25 
gen sind dabei fur krankhaft veranderte Zeilen charak- 
teristisch, so dad eine diagnostische Aussage getroffen 
werden kann. 

[0036] Im Einzelnen wird fur die Fluoreszenzmessun- 
gen mit mehreren molekularen Markern pro Tischweg- 30 
position fOr jeden Fluoreszenzfilterkanal ein Schwarz- 
Weiss-Photo gemacht. Den Einzelbildern einer Tisch- 
wegposition werden daraufhin Farben zugeordnet und 
die so entstehenden Falschfarbenbilder werden mittels 
des "FIP-Moduls" ubereinandergelegt, so dad sich 35 
durch "Addition" der unterschiedlichen Fluoreszenzfar- 
ben Farbmischungen in AbhSngigkeit zu den Fluores- 
zenzintensitaten ergeben. Beispielsweise kommt es bei 
gleichzeitiger und gleichstarker Fluoreszenzfarbung im 
roten und grunen Farbkanal zur Bildung einer gelben *o 
Mischfarbe an der entsprechenden Bildposition. Je 
nach Starke der Fluoreszenzintensitaten konnen die 
Mischfarben auch ins Rot bzw. Gain tendieren. In ahn- 
licher Weise kommt es bei der Gberiagerung von blau- 
en, grunen und roten Fluoreszenzen gleicher Intensitat 45 
,zur Bildung einer weiRen Mischfarbe. Diese uberiager- 
ten Bilder werden daraufhin mittels Schwellwertsetzung 
und anschliefiender "Phasenanalyse" vermessen, wo- 
bei dies direkt durch Farbschwellwertsetzung im 
RGB-Modus (Menu Bilder) erfolgt. Diese Schritte lassen 50 
sich manuell ausfuhren, konnen aber auch automati- 
siert durchgefuhrt werden, indem Makros im Menu "Ex- 
tras" unter "Makros aufzeichnen" erstellt und anschlie- 
liend im Mend "Automation" abgerufen werden. Letzt- 
endlich erhait man fOr bestimmte Farbmischungen eine 55 
quantitative Aussage in Form einer Fiachenangabe (= 
Fiache auf der biologischen Probe, die auf Grund der 
Anfarbung mit mindestens 2 molekularen Markern mit 



bestimmter Intensitat eine genau definierte Mischfarbe 
aufweist). Mit der Registrierkarte "Protokoll" im Menu 
"Automation" ktinnen sowohl die analysierten Bilder als 
auch die FlSchenangaben fOr die jeweiligen Tischweg- 
positionen automatisch abgespeichert werden. So er- 
hait man fur jede Tischwegposition eine quantitative 
Aussage uber die in diesem Bereich gemessenen Fluo- 
reszenzintensitaten bzw. Farbmischungen. Die Werte 
der Farbmischungen der einzelnen Tischwegpositionen 
(= Obereinanderlagerung von drei Einzelphotos) wer- 
den fur jeden Tischweg (= EinzelprSparat) in jeweils ei- 
ner Excel-Datei wiedergegeben. Die Exceltabellen be- 
stehen demzufolge aus 750 Zeilen fur die 750 einzelnen 
Tischwegpositionen pro Tischweg und aus 8 Spalten fur 
die 8 unterschiedlichen Farbmischungen. Da bestimmte 
Farbmischungen (z.B. geibe Farbmischungen bei der 
Darstellung von zwei Einzelmarkern in Rot und Grun) 
auf die gleichzeitig hohe Expression mehrerer krank- 
heitsassoziierter Marker zurOckzufuhren sind, werden 
diese Tischwegpositionen als "krankhaft" markiert (= 
"Flagging"), so dafi die entsprechenden Fluoreszenz- 
aufnahmen spater als Einzelbilder zur Kontrolle visuell 
begutachtet werden ktinnen. Die in einer Exceltabelle 
fur die acht Farbmischungen angegebenen Fiachen 
werden mittels eines Makros in Excel verrechnet, d.h. 
samtliche Werte einer Spalte (= eine bestimmte Farb- 
mischung) werden aufsummiert. Somit erhait man fur 
ein biologisches Praparat (= Tischweg) einen Zahlen- 
wert fur jede der acht Mischfarben. Uberschreitet die 
Summe von bestimmten Farbmischungen, die fur 
krankhaft veranderte Zeilen charakteristisch sind (wie 
z.B. die oben bereits erwahnte gelbe Farbmischung), ei- 
nen kritischen Mindestwert, wird die durch den entspre- 
chenden Tischweg analysierte biologische Probe bzw. 
der jeweilige Cervix-Abstrich als krankhaft eingestuft. 
Somit gelangt man uber die quantitative Analyse der 
verrechneten Einzelfluoreszenzintensitaten automa- 
tisch zu einer diagnostischen Aussage fur die biologi- 
sche Probe. 

Versuchsbeschreibung zum simultanen Nachweis von 
zwei molekularen Markern mitspezifischen Antikorpern 
im Durchfluftzytometer 

[0037] Abstrichzellen, die in Preservcyt (Cytyc) gela- 
gert sind, werden zunachst durch ein Nylontuch mit 100 
u.m groden Poren geprefit, urn Zellklumpen zu verein- 
zeln. Nach Sedimentierung durch Zentrifugation wird 1 
x mit PBS gewaschen und anschlieftend mit einer der 
nachfolgenden Methoden permeabilisiert: a) OPF Me- 
thode (ORTHOPermeaFixTM b) F&P (FIX&PERM Cell 
Permeabilization Kit, Imtec) c) MWH (microwave hea- 
ting). Alle Methoden sind entsprechend der Hersteller- 
angaben bzw. nach Millard ef al (Clin Chem 1998, 44, 
2320-2330) durchzufuhren. Die Inkubation der permea- 
bilisierten Zeilen mit den beiden Maus-Antikorpern 
(her2/neu (Klon 3B5, 20 \ig/m\), und p16 (Klon DCS 
50.1, 10 u.g/ml) von Oncogene Science/BAYER) erfolgt 
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fur 60 min. Der erste Antikorper ist mit Fluorescein, der 
andere mit Biotin gekoppelt. Nach jedem der folgenden 
Inkubationsschritte werden die Zellen sedimentiert und 
insgesamt 2 mal mit PBS gewaschen. Zum Nachweis 
der einzelnen Antigen-Antikdrper-Bindungen werden 5 
nacheinander zwei unterschiedliche Farbesysteme 
angwendet. FOr das erste Farbesystem inkubiert man 
30 min mit Streptavidin-Cy3 (Mobi Tec, 5 ug/ml). Das 
zweite Farbesystem besteht aus dem Alexa Fluor 488 
Signal-Amplification Kit™ (Molecular Probes, Be- *o 
stell-Nr. A-11053). Anschliefiend werden die Zellen in 
ISOTON II (Coulter) aufgenommen und in einem Durch- 
flufizytometer (FACScan, Becton Dickinson) vermes- 
sen, welches mit Laser-Anregung fur die grtine und rote 
Fluoreszenz ausgestattet ist. Die Fluoreszenzintensita- * 5 
ten k6nnen graphisch dargestellt werden. Die relative 
und absolute Anzahl der negativen, der einfach positi- 
ven bzw. derdoppelt positiven Zellen kann nach Defini- 
tion von Schwellwerten der Signalintensitaten darge- 
stellt werden. Ein diagnostisches Expertensystem wan- 20 
delt diese Information in einen Diagnosevorschlag urn. 



Patentanspruche 

1 . Verfahren zur Detektion von Tumorzellen und deren 
VorlSufern in Gebarmutterhalsabstrichen durch si- 
multane Detektion von mindestens zwei molekula- 
ren Markern in einer Zelle 

30 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Marker aus mindestens einer 
dernachfolgend aufgefuhrten Gruppen ausgewahlt 
ist: 

35 

Tumorsuppressorgene, Apoptosegene, Proli- 
ferationsgene, Reparaturgene und Virusgene. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass mindestens einer der nachfol- *o 
genden Marker in der Kombination enthalten ist: 
Her2/neu, p16, p53, MN, mdm-2, bcl-2, EGF-Rezep- 

tor, spezifische DNA der HPV Subtypen 6, 11, 16, 
18,30,31,33,35,45,51,52. 

45 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 3, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Markerkombina- 
tionen her2/neu mit p16 oder EGF-R mit p16 oder 
p53 mit her2/neu oder her2/neu mit mdm-2 oder 
bcl-2 mit p16 oder bcl-2 mit her2/neu oder p16 mit so 
p53 enthalten. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 4, da- 
durch gekennzeichnet, dass 3 Marker nachge- 
wiesen werden. 55 

6. Kit zur Durchfuhrung des Verfahrens nach einem 
der AnsprOche 1-5 



7. Kit nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Reagenzien Antikorper oder NukleinsSu- 
ren sind. 

8. Kit nach Anspruch 6 und 7, dadurch gekennzeich- 
net dass die Antikorper oder NukleinsSuresonden 
direkt oder indirekt durch fluoreszierende oder 
chromogene Farbsubstanzen ausgelesen werden. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 8 , da- 
durch gekennzeichnet, daft es eine automatisier- 
bare Detektion abnormaler Zellen ermoglicht, da- 
durch gekennzeichnet, daft mindestens zwei 
Marker detektiert werden und die Signalintensitaten 
kombiniert und verrechnet werden. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft die automatische Informationsverar- 
beitung mit einem diagnostischen Expertensystem 
verbunden ist, das die Bildinformation zu einem 
Diagnosevorschlag konsolidiert und gegebenen- 
falls ein Reflex-Testing ermoglicht 

11. Gesamter Prozeft nach den AnsprOchen 1-10, da- 
durch gekennzeichnet, dass der Prozefl aus voll- 
automatischer Probenaufbereitung, Probenfar- 
bung Probenauslesung und Informationsverarbei- 
tung oder Unterprozessen, die mindestens 2 der je« 
weiligen Unterprozesse beinhalten, besteht. 
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